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学位論文要 旨
mneMood-brainbarrier(BBB)isequippedwithvariOustransportsystemsthatregulatethe
exchangeofnutrientsbetweencirculatingbloodandthebrain･ThesetransportsystemMIso
playanimportantroleinthepermeationofxenobioticsacrosstlBeBBB・Tlnepurposeoftlnis
studyismolecularandfUnctionalidentificationoftlnesetransportersandtheir
pharmacologicalrelevance･InordertoevaluatetransportprolDertiesoftheBBB，
immortalizedratbraincapillaryendotlnelialcell(BCEC)line,RBEC1wasestablisMLNext，
lDyusingseveralmしｉｙｏａｎｄｉ〃ﾚｵﾛｱＤｍｏｄｅｌｓｏｆｔｈｅＢＢＢ,fimctionalsignificanceoftransporter
Inolecules,includingmonocarboxylicacidtransporterMCT1,anionexcl1angersAE2andAE3，
largeneutralaminoacidtransportersLAT1andLAT2,andL-carnitineandacetyl-L-camitine
transporterOCTN2,wereidentified・IalsodemonstratedthatbraindistrilDutionofebastine
anditsactivemetabolitecarebastinewasrestrictedduetobothactiveeffluxbyP-glycoprotein
amlloweraffinityofcarebastinetotheH1-antagonistuptaketransporter,resultinginalow
sedativeeffbct・Furtlnermore，toimestigatevectorialtransportmediatedbytransporters
acrosstheBBB,ｍｖｉＵ〃BBBmotlelofBCECsco-culturedwithastrocytes,wlnichretainsthe
polarityof伽ｙｉｙｏＢＢＢ，ｗａｓdeveloped、Inconclusion，thepresentstudywillfncilitate
RmderstamlingofplnaImacologicalrelevanceofthetransporteI1soｆｔｈｅＢＢＢ．
血液一脳間の物質交換を制御する血液脳関門（blood-brainbarlierBBB）は、脳毛細血管
内皮細胞（braincapnlalyendothelialcells:BCECs）の細胞間が強固に接着することで脂質膜
バリアーとして機能している。また、ＢＢＢを介した水溶｣性の栄養物質の脳内移行には種々
の輸送系の関与が示唆されている。一方、BCECsの血液側膜に発現する薬物排出ポンプP‐
糖タンパク質（P-gp）の機能的重要`性が実証されてから、ＢＢＢは必要な物質を選択的に脳
内に輸送し、異物や不要物を積極的に排除する輸送機能をもつ「ダイナミックな障壁」と
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して見なされ始めた。しかし、この新しい概念を裏付けるものとしてＢＢＢトランスポー
ターの分子的実体、およびその寄与が明らかになったものは少なく、グルコース輸送系の
GLUT1とＰ－ｇｐのみである。そこで可本研究では薬物ならびに生体内物質のＢＢＢ輸送に
関与するトランスポーターの分子的実体、およびその機能的重要`性を明らかにし、透過障
壁として働くＢＢＢの輸送特性への理解を深めた。
1．ラット脳毛細血管内皮細胞株の樹立
ＢＢＢに発現するトランスポーター分子の機能的寄与を評価する場合、トランスポータ
ー分子の輸送特性とＢＢＢの輸送特性を詳細に比較検討する必要がある。これまで、ＢＢＢ
のｉｎｖｉｖｏ実験系には主にラットが用いられているが、検出感度が低く輸送機能を機構論
的に解析することが困難であるｂまた、近年、ラットにおいてトランスポーター分子が数
多く同定されている。そこで、ＢＢＢのinvivo実験系、およびトランスポーター分子と関
連付けてＢＢＢ輸送を機構論的に解析するために、ラットBCECsの不死化細胞株(RBEC1）
を樹立した。
RBEC1は複数のＢＢＢのマーカーを発現するBCECsであり、これまでＢＢＢでの機能が
検出されているモノカルボン酸輸送系、中性アミノ酸輸送系SystemLおよびSystemA、
β-アミノ酸輸送系、ならびにcholine輸送系の輸送機能をRBEC1は有していた。
したがって、本細胞はラットｉｎｖｉｖｏ実験系やラットトランスポーター遺伝子発現系と
関連づけて解析のできるｉＩＭｔｍＢＢＢモデルと位置づけられた。
ｎ．血液脳関門における薬物トランスポーター分子の実体解明と機能的重要性
１．モノカルポン酸トランスポーターＭＣＴ１を介した血液脳関門薬物輸送
当研究室は１９９５年､ラット小腸よりモノカルボン酸トランスポーターＭＣＴ１をクロー
ニングし、一部のアニオン性化合物の消化管吸収に寄与することを示唆してきた。ＭＣＴ１
はプロトン勾配を駆動力として、種々モノカルボン酸系化合物を輸送する。また、ＢＢＢ
においてＭＣＴ１が発現していることを報告した。しかし、速度論的解析によりＢＢＢには
モノカルボン酸輸送系の存在が知られていたが、MCTｌとの関連について、さらに、アニ
オン性薬物のＢＢＢ輸送とMCT１との関連については不明であった。
RT-PCR法により、RBEC1においてＭＣＴ１の発現が検出された。ＭＣＴ１の基質である
弱酸性薬物benzoicacidのＲＢＥＣ１による取り込みは飽和`性を示し、得られた速度論的パラ
メータ一Ｋｍ値は１．２，Ｍであった。また、モノカルボン酸系化合物による阻害とｐＨ依
存性が観測された。これらの輸送特`性はＭＣＴｌと対応し、さらに、MCTｌタンパク質の発
現を抑制するantisenseDNAの導入により、取り込み活性はほぼ完全に消失した。ラット
BUI法を用いたinvivoでのbenzoicacidの脳移行も飽和』性を示し、Ｋｍ値（ｌ２７ｍＭ）は
MCTl遺伝子発現系とＲＢＥＣ１で得られた値と一致した。
以上の結果からＭＣＴ１がＢＢＢにおいて機能し、アニオン`性薬物の脳移行への関与が示
された。
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２．Invitro実験系におけるアニオン交換輸送系ＡＥ２およびＡＥ３の発現
当研究室では小腸刷子縁膜に発現するアニオン交換輸送系ＡＥ２がモノカルボン酸系有
機アニオンの消化管吸収に一部寄与していることを報告してきた｡アニオン交換輸送系ＡＥ
ファミリーはAE1､ＡＥ２およびＡＥ３がクローニングされており、ラット脳ではAE2、ＡＥ３
が高発現しているが、ＢＢＢでのＡＥファミリーの発現については不明であった。
RT-PCR法により､RBEC1にはＡＥ２とＡＥ３の発現が検出され､ＡＥファミリーの基質36Ｃｌ
のRBEC1による取り込みはアニオン交換輸送系阻害剤ＤＩＤＳにより阻害された。
これらの結果は、ＢＢＢに発現するＡＥ２およびＡＥ３は酸性化合物のＢＢＢ輸送に関与す
ることを示唆している。
３．血液脳関門ラットinvitro実験系における中性アミノ酸トランスポーターＬＡＴ１
およびＬＡＴ２の発現
アミノ酸は脳の発達に重要な栄養物質であり、ＢＢＢには複数のアミノ酸トランスポー
ターが備わっている。中性アミノ酸を輸送するSystemLもその一つであり、パーキンソ
ン治療薬L-DOPAの脳移行経路である｡1998年､1999年に､ラット脳および小腸からSystem
LとしてLAT1およびＬＡＴ２が同定された。ＢＢＢでは１９９９年に、ウシでＬＡＴ１の発現が
報告されたが、他の動物種でのＬＡＴ１の発現や、ＬＡＴ２に関する知見は無かった。
RT-PCR法により、初代培養ラットBCEＣｓとRBEC1において、ＬＡＴ１およびＬＡＴ２の
発現が検出された。さらに､SystemLの基質[3H]leucmeの初代培養ラットBCECsとRBEC1
による取り込みは、共に、SystemLの特異的阻害剤ＢＣＨにより阻害された。また、RBEC1
において得られたＫｍ値は８．９２ｕＭと11911Ｍであった。これらＫｍ値はラットＬＡＴｌと
LAＴ２のＫｍ値とそれぞれ近似し、さらに、ラットinvivo実験系を用いて報告されている
値（１４～29111Ｍ）と近似していた。
以上、ラットのＢＢＢにおいてＬＡＴ１の発現が示唆された。２０００年に、他の研究室から
免疫組織化学的手法により、ラット脳毛細血管の血液側と脳側の両細胞膜上でＬＡＴ１の発
現が報告された。この報告は本研究の成果を裏付けるものであり、また、今回ＬＡＴ２の発
現を示唆する結果が得られた。
４．血液脳関門におけるcarnitineトランスポーターＯＣＴＮ２の機能的発現
L-Carnitineは脂肪酸のβ酸化の必須因子として知られている。一方、L-camitineおよび
acewl-L-carnitineは中枢神経系では、神経伝達物質aceMcholineの合成に必要なaceOd基の
供給や神経細胞の防御因子としての機能などが示唆されている。また、acetyl-L-camitine
はアルツハイマー病に対する治療薬として期待されている。したがって、これら化合物の
BBB輸送機構を解明することは重要である。１９９８年、当研究室は有機カチオントランス
ポーターOCTN2cDNAをクローニングし、L-camitineとaceM-L-camitineをＮａ+依存的に
輸送するトランスポーターであることを明らかにした。OCTN2は脳に発現しているが、
BBBでの発現については不明であった。
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ラット脳灌流法を用いたｍｖｉｖｏでのaceOd-L-[3Hlcarnitineの脳移行は飽和性およびＮａ＋
依存性を示した。また、ラット初代培養BCEＣｓとRBEC1によるL-camitineおよびaceM-
L-carnitineの取り込みでも、Ｎａ+依存`性および飽和`性が観測された。RBEC1で得られたＫｒｎ
値はそれぞれ33.111Ｍと31.311Ｍであり、carnitine構造類似体により阻害された。これら
の輸送特‘性はOCTN2と対応しており、さらに、RT-PCR法により、ラット初代培養BCEＣｓ
とRBEClにおいてOCTN2の発現が確認された。また、－アミノ酸変異によりOCTN2の
機能が欠損しているjvsマウス由来の初代培養BCEＣｓではaceW1-L-[3H]camitine取り込み
活性は低下していた。
以上の解析から、両化合物の脳移行にOCTN2の関与が示された。
IIL抗ヒスタミン薬ebatineおよび活性代謝物carebastineの脳移行制限に働く血液
脳関門トランスポーター
アレルギー治療に用いられる抗ヒスタミン薬の多くは容易に脳内へ移行し、中枢性副作
用として眠気を引き起こす。しかし、抗ヒスタミン薬の一つebastineは経口投与後、両性
イオン型の代謝物carebastineに変換され薬効を示す。この薬物は中枢性副作用は少なく、
ラットでの脳移行性も低い.そこで、本研究ではebastineおよびcarebastineのＢＢＢ輸送
機構の解明を試みた。
Ebastineおよびcarebastineのmdrlaノックアウトマウスでの脳移行性は野生型マウスに
比べて有意に高かった。また、眠気を誘発する抗ヒスタミン薬mepyramineはトランスポ
ーターを介して脳内に移行するが、RBEC1による検討では、carebastineはこのトランスポ
ーターに低親和性であった。
以上の結果より、ebastine（carebastine）の低い脳移行性はＢＢＢにおいてＰ－ｇｐにより排
出され、一方で抗ヒスタミン薬を脳内に取り込むトランスポーターに運ばれ難いという少
なくとも二つのＢＢＢ輸送特性に起因することで説明されるということが示された。
1Ｖ、脳毛細血管内皮細胞とアストロサイト共培養系の樹立とＢＢＢトランスポーター
の機能評価
ＢＢＢのトランスポーターが薬物の脳移行または排出に関与するのかなど輸送の方向性
を解明することは重要である。しかし、ｉ〃vivo実験系では脳外排出方向の輸送を解析する
ことは容易ではなく、BCEＣｓを単独で培養したjlzv伽実験系（単培養系）ではトランス
ポーターの局在性が消失する可能性が高いという問題点がある。一方、脳内ではＢＢＢの
周囲に存在するアストロサイトがＢＢＢのトランスポーター発現や細胞内局在性の制御に
関与していると考えられている。そこで、トランスポーターを介した物質輸送の方向性を
解析するため、BCEＣｓとアストロサイトとの共培養系を作成した。
ブタBCEＣｓを多孔性フィルター内に、ラットアストロサイトを下層のプラスチックプ
レートに培養し、ＢＢＢにおける輸送特性について検討した。Ｐ－ｇｐの発現が、免疫染色法
により確認され、Ｐ－ｇｐの基質である[3H]daunomycinの輸送には脳外排出方向の輸送が観測
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された。また、ＢＢＢのモノカルボン酸輸送系は両方向性、抱合型ステロイドは排出方向
の輸送がinvivo実験系により示されているが、本モデルでの輸送もinvivoと同様の方向
性が観測された。
以上、本共培養系の輸送特性はinvivoでのＢＢＢ輸送と対応した方向性を示し、ＢＢＢの
輸送研究に有用であると位置づけられた。
結論
本研究ではまず、ラットBCEＣｓの不死化細胞株（RBEC1）を樹立し、その他の実験手
法と共に、酸性化合物を輸送するMCT1、AE2およびAE3、L-DOPAを輸送するsystemL
の分子ＬＡＴ１とＬＡT2、アルツハイマー治療薬として期待されているacelyl-L-camitineを
輸送するOCTN2がＢＢＢに発現し、機能していることをつきとめた。また、抗ヒスタミ
ン薬ebastine（carebastine）の脳移行は、ＢＢＢのトランスポーターにより抑制され、副作
用の軽減につながっていることを見出した。さらに、ｉｎｖｉｖｏでのＢＢＢ輸送の方向性と対
応したpolariwを有する共培養系を樹立することができた｡本研究で得られた成果により、
ＢＢＢが物質の脳内移行および排出を制御するために、高度に発達した膜輸送機能を有す
ることを分子論的に実証することができた。これら得られた知見はＢＢＢが「ダイナミッ
クな障壁」として機能していることを裏付けるものであり、薬物の中枢移行機構の理解、
薬物間相互作用の防止、薬物の脳移行制御に重要な情報を与えるものである。
学位論文審査結果の要旨
本論文は血液脳関門（BBB）を形成する脳毛細血管内皮細胞に備わるトランスポーター群に着目し，脳一血
液間の物質交換がいかなるメカニズムによって制御されているかを分子論的に解析したものである。
本論文ではまず，新規ＢＢＢ機能研究手法として脳毛細血管内皮の不死化細胞であるRBEClを樹立するとと
もに，密着結合やトランスポータータンパク質発現の改善を意図したastrocyteとの共培養系も新たに確立
した。
ＢＢＢは乳酸酸輸送活性が高いが，その役割を担うトランスポーター分子の実体は不明であった。本論文で
はモノカルポン酸トランスポーターMCTlがＢＢＢに発現することを示した。さらに，実際にＭＣＴｌが安息香酸
のような生体異物のＢＢＢ輸送にも働くことを種々のｉｎｖｉｖｏ脳移行およびｉｎｖｉｔｒｏ膜輸送実験によって解析
した。
また，アルツハイマー治療薬として期待されているアセチルカルニチンがOCTN2トランスポーターによっ
て,さらにL-DOPAのようなアミノ酸様薬物がLAＴｌおよびLAT２トランスポーターによって脳内に移行するこ
とを示した。さらに，抗ヒスタミン薬にはＰ－糖タンパク質を含む複数の排出型トランスポーターが関与する
ことを示すなど，ＢＢＢに備わる多彩なトランスポーター分子の実体解明に成功した。
以上，本論文はＢＢＢとして機能するトランスポーター分子を明らかにするとともに，今後の医薬品開発と
治療上に重要な薬物の脳移行動態特性として重要な情報を与えるものであり，博士（薬学）論文に値するも
のと判定された。
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